Screening rhizobia that can inhibit the growth of plant pathogenic microorganisms by พรรณลดา, ติตตะบุตร
                            รหัสโครงการ SUT3-304-51-12-62 
 
 
 
 
 
รายงานการวจิัย 
 
 
การคดัเลอืกเช้ือไรโซเบียมที่มีความสามารถในการยบัยั้ง 
เช้ือจุลนิทรีย์ก่อโรคในพชื 
(Screening Rhizobia that can Inhibit the Growth of Plant 
Pathogenic Microorganisms) 
 
 
 
 
 
 
 
ได้รับทุนอุดหนุนการวจัิยจาก 
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี  
 
 
ผลงานวจัิยเป็นความรับผดิชอบของหัวหน้าโครงการวจัิยแต่เพยีงผู้เดียว 
 
                                                                            รหัสโครงการ SUT3-304-51-12-62 
 
 
 
 
 
รายงานการวจิัย 
 
 
การคดัเลอืกเช้ือไรโซเบียมที่มีความสามารถในการยบัยั้ง 
เช้ือจุลนิทรีย์ก่อโรคในพชื 
(Screening Rhizobia that can Inhibit the Growth of Plant 
Pathogenic Microorganisms) 
 
ผู้วจิัย 
 
หัวหน้าโครงการ 
อาจารย์ ดร. พรรณลดา  ติตตะบุตร 
สาขาวชิาเทคโนโลยชีีวภาพ 
ส านกัวชิาเทคโนโลยกีารเกษตร 
 
 
ได้รับทุนอุดหนุนการวจัิยจากมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ปีงบประมาณ 2551 
ผลงานวจัิยเป็นความรับผดิชอบของหัวหน้าโครงการวจัิยแต่เพยีงผู้เดียว 
เมษายน 2554 
 ก 
กติติกรรมประกาศ 
 การวจิยัคร้ังน้ีไดรั้บความร่วมมือเป็นอยา่งดีจาก ดร.อจัฉรา นนัทกิจ กลุ่มงานวิจยัจุลินทรีย์
ดิน กรมวชิาการเกษตร ในการใหค้วามอนุเคราะห์เช้ือไรโซเบียมท่ีคดัแยกไดจ้ากพืชตระกลูถัว่ชนิด
ต่าง ๆ นอกจากน้ีขอขอบคุณ อ. ดร. โสภณ วงศแ์กว้ สาขาวชิาเทคโนโลยกีารผลิตพืช ส านกัวชิา
เทคโนโลยกีารเกษตร ม. เทคโนโลยสุีรนารี ท่ีกรุณาใหค้วามอนุเคราะห์มอบเช้ือราก่อโรครากเน่า
ชนิดต่าง ๆ เพื่อใชใ้นการทดลอง รวมทั้งใหค้  าปรึกษาเก่ียวกบัการตรวจสอบอาการโรคของพืช และ
ขอขอบคุณ ศ. ดร. นนัทกร บุญเกิด และ รศ. ดร. หน่ึง เตียอ ารุง สาขาวชิาเทคโนโลยีชีวภาพ ส านกั
วชิาเทคโนโลยกีารเกษตร ม. เทคโนโลยสุีรนารี ท่ีไดก้รุณาใหค้  าปรึกษา และค าแนะน าท่ีเป็น
ประโยชน์ตลอดระยะวลาในการด าเนินงานวิจยั และสุดทา้ยขอขอบคุณ นายวชัรินทร์ ยทุธวานิชกุล 
ส าหรับความช่วยเหลือในการด าเนินการทดลองในห้องปฏิบติัการ โดยการวจิยัคร้ังน้ีไดรั้บ
ทุนอุดหนุนการวจิยัจากมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ปีงบประมาณ 2551 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ข 
บทคัดย่อ 
การใชส้ารเคมีเพื่อก าจดัเช้ือราโรครากเน่าในการปลูกพืชตระกลูถัว่โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในถัว่
ลิสง ส่งผลใหต้น้ทุนในการผลิตสูงข้ึน อีกทั้งสารเคมียงัส่งผลกระทบต่อสุขภาพ และส่ิงแวดลอ้ม 
ดงันั้นงานวจิยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อใหไ้ดเ้ช้ือไรโซเบียมหรือเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืน ท่ีมีความสามารถ
ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียก่์อโรครากเน่าในพืช และเพื่อใหท้ราบคุณสมบติัของเช้ือไร
โซเบียมหรือเช้ือจุลินทรียท่ี์คดัเลือกไดใ้นการใชเ้ป็นหวัเช้ือ หรือเป็นหวัเช้ือร่วมกบัเช้ือไรโซเบียมใน
การปลูกพืชตระกลูถัว่ ในงานวจิยัจึงไดท้  าการรวบรวมเช้ือราท่ีก่อใหเ้กิดโรคบริเวณรากพืช และ
รวบรวมเช้ือไรโซเบียมสายพนัธ์ุต่าง ๆ รวมทั้งเช้ือจุลินทรียใ์นกลุ่ม PGPR เพื่อคดัเลือกหา
เช้ือจุลินทรียท่ี์มีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรคในพืช แลว้ทดสอบคุณสมบติั
ของเช้ือจุลินทรียท่ี์คดัเลือกไดใ้นการใชเ้ป็นหวัเช้ือเพื่อใชก้บัพืชตระกลูถัว่ต่อไป โดยในงานวจิยัน้ีได้
ใชเ้ช้ือรา Aspergillus niger ซ่ึงก่อโรครากเน่าในถัว่ลิสงเป็นตน้แบบในการศึกษา จากการทดสอบไม่
พบเช้ือไรโซเบียมท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรครากเน่า แต่อยา่งไรก็ดีพบ
เช้ือแบคทีเรียกลุ่ม PGPR จ านวน 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ ไอโซเลท A20, A45, A62 และ A106 สามารถ
ยบัย ั้งเช้ือการเจริญของเช้ือราก่อโรครากเน่า A. niger ในถัว่ลิสงได ้ และเม่ือน าไปหาล าดบันิวคลีโอ
ไทด ์พบวา่ไอโซเลท A20, A45, A62 และ A106 เป็นเช้ือท่ีมีความคลา้ยคลึงกบั Bacillus megaterium 
strain AM1C7, Bacillus subtilis strain Setapak 8, Bacillus subtilis subsp. subtilis strain SB 3130  
และ Pseudomonas sp. NJ-61 ตามล าดบั  เช้ือทั้ง  4 ไอโซเลท สามารถเพาะเล้ียงร่วมกบัเช้ือไร
โซเบียม TAL173 และสามารถควบคุมการเจริญของเช้ือราก่อโรครากเน่าในถัว่ลิสงท่ีเกิดจาก A. 
niger  และส่งเสริมการเจริญของพืชไดใ้นระดบักระถางท่ีปลูกภายในหอ้งทดลอง ดงันั้นเช้ือจุลินทรีย์
เหล่าน้ีจึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีจะน าไปพฒันาเป็นหวัเช้ือไรโซเบียมทางการคา้ ให้มีคุณสมบติัใน
การตรึงไนโตรเจน และยบัย ั้งเช้ือราก่อโรครากเน่าไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
 
 
 
 
 
 
 ค 
Abstract 
Root rot disease in peanut is widely eliminated by using fungicide during cultivation, it 
leads to increase in the cost of production as well as affect to human health and environment.  This 
research aimed to obtain rhizobia or other microorganisms that can inhibit the growth of root rot 
pathogen, and characterize their properties for using as legume inoculant.  Rhizobia and Plant 
Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) were collected and performed antagonistic activity 
testing against fungi that cause root rot disease, and their ability to be used as legume inoculant.  
Aspergillus niger that caused root rot disease in peanut root was selected as a model in this study.  
Non of rhizobial isolates could inhibit the growth of A. niger, while 4 isolates of PGPR, A20, A45, 
A62, and A106 were able to inhibit the growth of A. niger.  The nucleotide sequence of 16S rRNA 
of isolates A20, A45, A62, and A106 was highly homology to Bacillus megaterium strain AM1C7, 
Bacillus subtilis strain Setapak 8, Bacillus subtilis subsp. subtilis strain SB 3130, and Pseudomonas 
sp. NJ-61, respectively.  These 4 PGPR strains did not antagonize the growth of commercial peanut 
Bradyrhizobim sp. TAL173.  Co-inoculation of TAL173 with selected PGPR to peanut plant could 
control root rot disease caused by A. niger, as well as promote the growth of plant in pot 
experiments.  Therefore, these selected PGPR could be developed by co-inoculation with rhizobia 
as efficient legume inoculant for promoting the nitrogen fixation and controlling root rot disease in 
plant.  
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บทที ่1 
บทน า 
ในปัจจุบนัน้ีมีการส่งเสริมให้เกษตรกรหนัมาใชปุ๋้ยชีวภาพ หรือหวัเช้ือจุลินทรียท่ี์ส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืช เพื่อทดแทนการใชปุ๋้ยเคมี และสารเคมีอ่ืน ๆ ในการเกษตร เช่น สารเคมีก าจดั
แมลง โรคพืช หรือสารเคมีก าจดัวชัพืช เป็นตน้ จึงเป็นเหตุใหผ้ลิตภณัฑห์วัเช้ือจุลินทรีย ์ หรือปุ๋ย
ชีวภาพจะตอ้งมีการพฒันาเพื่อใหเ้กิดประโยชน์กบัเกษตรกรสูงสุดเม่ือน าไปใช ้  ในงานวจิยัน้ีจึงเป็น
แนวทางเบ้ืองตน้เพื่อใชใ้นการต่อยอดสู่การพฒันาหวัเช้ือไรโซเบียมท่ีมีประสิทธิภาพทั้งในการตรึง
ไนโตรเจนใหก้บัพืช และมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในพืช โดยเฉพาะโรคท่ีติดมา
กบัเมล็ดของพืชและโรคท่ีเกิดกบัรากพืชต่อไป โดยในบทน้ีไดอ้ธิบายถึงเช้ือไรโซเบียม การใชเ้ช้ือไร
โซเบียมในรูปหวัเช้ือ สาเหตุการเกิดโรครากเน่าและโรคท่ีติดมากบัเมล็ดพืช รวมทั้งวธีิการควบคุม
ทางชีวภาพ ซ่ึงใชเ้ป็นแนวคิดในการท างานวจิยัน้ี 
 
ไรโซเบียม และการอาศัยในปมรากของพชืตระกูลถั่ว 
ไรโซเบียมเป็นแบคทีเรียแกรมลบท่ีพบในดิน รวมทั้งภายในปมรากพืชตระกลูถัว่ ทั้งน้ี
เน่ืองจากเช้ือไรโซเบียมมีความสามารถในการเขา้สร้างปมท่ีรากพืชตระกูลถัว่ได ้  โดยไรโซเบียมท่ี
อาศยัอยูใ่นปมแลว้น้ีจะถูกเรียกวา่ แบคทีรอยด ์ (bacteroid) (Alexander, 1962; Sahgal and Johri, 
2003) ซ่ึงแบคทีรอยดภ์ายในปมรากพืชตระกลูถัว่จะสามารถตรึงก๊าซไนโตรเจน (N2) จากบรรยากาศ
มาเปล่ียนใหเ้ป็นแอมโมเนีย (NH3) ซ่ึงเป็นรูปแบบของไนโตรเจนท่ีพืชสามารถน าไปใชไ้ด ้โดยอาศยั
กิจกรรมของเอนไซมไ์นโตรจีเนส (nitrogenase) ภายในแบคทีรอยด ์ เอนไซมไ์นโตรจีเนสประกอบ
ไปดว้ยโปรตีน 2 ชนิด คือ โปรตีนท่ีมีธาตุโมลิบดินมั (Mo) และเหล็ก (Fe) เป็นองคป์ระกอบ 
(molybdenum-iron protein) และโปรตีนท่ีมีเหล็ก (Fe) เป็นองคป์ระกอบหลกั (iron protein) 
ความสามารถในการตรึงไนโตรเจนโดยอาศยัเอนไซมไ์นโตรจีเนสน้ี เรียกวา่ การตรึงไนโตรเจนโดย
กระบวนการทางชีวภาพ (Biological Nitrogen Fixation หรือ BNF) โดยมีสมการของการตรึง
ไนโตรเจนดงัน้ี (Somasegaran and Hoben, 1994) 
 
N2 + 8H
+ + 8e- + 16ATP         2NH3 + H2 + 16ADP + 16Pi 
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 นอกจากความสามารถในการตรึงไนโตรเจนแลว้ ไรโซเบียมยงัสามารถผลิตสารเคมีชนิดอ่ืน
ท่ีเป็นประโยชน์แก่พืชไดอี้ก เช่น phytohormones, lipo-chito-oligosaccharide (nod factors), 
lumichrome, riboflavin และ H2 เป็นตน้ โดยสารเคมีเหล่าน้ีช่วยส่งเสริมการงอกของเมล็ด การ
เจริญเติบโตของพืช และเพิ่มผลผลิตใหแ้ก่พืช ทั้งในพืชตระกลูถัว่และไม่ใช่พืชตระกลูถัว่ (Dakora 
and Phillips, 2002) ไรโซเบียมหลายสายพนัธ์ุสามารถผลิต siderophores, indole acetic acid (IAA) 
และ organic acids ในอาหารเล้ียงเช้ือได ้(Antoun et al., 1998)  ส่งผลใหไ้รโซเบียมสามารถเพิ่มแหล่ง
ธาตุ และสารอาหารใหแ้ก่พืชไดแ้มป้ลูกพืชภายใตส้ภาวะท่ีไม่เหมาะสมหรือสภาพดินเส่ือมโทรม ( 
Dakora and Phillips, 2005) จากประโยชน์ของไรโซเบียมท่ีกล่าวมาขา้งตน้ ไรโซเบียมจึงถูกน ามาใช้
ในการผลิตปุ๋ยชีวภาพ (biofertilizer) ในรูปหวัเช้ือไรโซเบียม (rhizobial inoculant) โดยน ามาใชก้บั
พืชตระกลูถัว่ชนิดท่ีจ าเพาะกบัเช้ือไรโซเบียม ซ่ึงสามารถช่วยใหเ้กษตรกรลดการใชปุ๋้ยเคมี
ไนโตรเจน สารเคมี และตน้ทุนในการผลิตได ้
 
หัวเช้ือไรโซเบียม 
 หวัเช้ือไรโซเบียม (rhizobial inoculant) คือ การน าเช้ือไรโซเบียมท่ีคดัเลือกไดม้าผสมกบั
วสัดุพาหะ (carrier)  เพื่อใหเ้ช้ือไรโซเบียมสามารถเพิ่มจ านวนและมีชีวติอยูไ่ดน้าน รวมทั้งสะดวกใน
การน าไปใชใ้นสภาพไร่ (Somasegaran and Hoben, 1994) หวัเช้ือไรโซเบียมสามารถน ามาใชก้บัพืช
ไดโ้ดยการคลุกกบัเมล็ดโดยตรง หรือหวา่นลงไปในดินก่อนท าการเพาะปลูก เพื่อท าใหแ้น่ใจวา่เช้ือ
ไรโซเบียมท่ีตอ้งการจะเขา้สร้างปมกบัพืชขณะท่ีรากขนอ่อนงอกออกมา (Hynes et al., 1995)  ใน
ปัจจุบนันิยมใช ้พีท (peat) เป็นวสัดุพาหะ เพราะช่วยใหไ้รโซเบียมสามารถเพิ่มปริมาณ และมีชีวติอยู่
ไดน้านในขณะท่ีเก็บรักษา (Stephens and Rask, 2000) อยา่งไรก็ตามยงัคงตอ้งมีการตรวจสอบ
คุณภาพหลงัการผลิต เช่น จ านวนของเช้ือไรโซเบียม การเขา้ปมกบัรากพืช ความสามารถในการตรึง
ไนโตรเจน เป็นตน้ (Lupwayi et al., 2000) หวัเช้ือไรโซเบียมถูกน ามาใชก้บัถัว่หลายชนิด ทั้งท่ีเป็น
พืชถัว่เศรษฐกิจ ถัว่อาหารสัตว ์ รวมทั้งพืชตระกลูถัว่ท่ีใชเ้พื่อเพิ่มปริมาณธาตุอาหารในดิน หรือเพื่อ
การอนุรักษดิ์น เช่น ใชใ้นการปลูกเป็นพืชคลุมดิน ปลูกสลบัหรือปลูกเป็นพืชหมุนเวยีนกบัพืชผกั
ชนิดอ่ืน นอกจากพืชตระกลูถัว่ช่วยบ ารุงดินแลว้ ยงัสามารถเก็บผลผลิตของถัว่ท่ีปลูกไวเ้พื่อเพิ่ม
รายไดใ้หก้บัเกษตรกรอีกทางหน่ึง  อยา่งไรก็ตามถึงแมจ้ะมีการเลือกใชห้วัเช้ือไรโซเบียมท่ีเหมาะสม
กบัพืชตระกลูถัว่นั้น ๆ แต่ประสิทธิภาพท่ีไดอ้าจจะแตกต่างกนัไปข้ึนอยูก่บัหลายปัจจยัแวดลอ้ม เช่น 
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ปริมาณธาตุอาหารในดิน ปริมาณน ้า อุณหภูมิ ความช้ืน หรือโรคพืช เป็นตน้ ซ่ึงจะมีผลต่อการท างาน
ของไรโซเบียมและการเจริญของพืช ดงันั้นหากท าการพฒันาหวัเช้ือไรโซเบียมใหมี้ศกัยภาพมากข้ึนก็
จะท าใหส้ามารถเพิ่มผลผลิตใหก้บัเกษตรกรได ้ และจากคุณสมบติัของเช้ือไรโซเบียมท่ีมีความ
หลากหลายน้ี ท าใหก้ารปรับปรุงหวัเช้ือไรโซเบียมในปัจจุบนัมีรูปแบบของการผลิตอยูใ่นรูปหวัเช้ือ
ไรโซเบียมรวมหลายสายพนัธ์ุ (multiple strains inoculation) หรือรูปแบบของการใชไ้รโซเบียม
ร่วมกบัเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืน (co-inoculation) เพื่อใหไ้ดห้วัเช้ือท่ีมีคุณสมบติัดีท่ีสุดตามความตอ้งการ 
(Stephens and Rask, 2000)  
 
เช้ือราก่อโรคทีต่ิดมากบัเมลด็และโรครากเน่าในพชื 
โรครากเน่าท่ีมีเช้ือราเป็นสาเหตุสร้างความเสียหายแก่ผลผลิตทางการเกษตรท่ีท าการ
เพาะปลูกในแปลง และผลผลิตสดในทอ้งตลาด ท าใหผ้ลผลิตไดรั้บความเสียหายอยา่งมาก เกษตรกร
จึงตอ้งหาวธีิในการก าจดัเช้ือราก่อโรคดงักล่าว เช่น การใชส้ารเคมี หรือในทางเกษตรอินทรีย ์ อาจใช้
การควบคุมโรคพืชโดยการปลูกพืชหมุนเวยีน หรือการปลูกพืชผสมผสาน เป็นแนวทางในการลด
ความรุนแรง และการระบาดของโรคพืช รวมทั้งสามารถควบคุมโรคพืชไดห้ลายชนิด อาทิเช่น โรค
รากเน่าท่ีเกิดจากเช้ือรา Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, และ Fusarium sp. ซ่ึงเป็น
สาเหตุท่ีท าใหเ้กิดโรครากเน่าในพืชจ าพวกถัว่เหลือง ถัว่เขียว ทานตะวนั ผกั ผลไม ้และกระเจ๊ียบ เป็น
ตน้ (Ehteshamul-Haque and Ghaffar, 1992) แต่อยา่งไรก็ตามโรคท่ีเกิดจากเช้ือราท่ีติดมากบัเมล็ด 
(seed-borne diseases) ไม่สามารถควบคุมดว้ยวธีิการเหล่าน้ี เพราะเช้ือราเหล่าน้ีไม่ไดแ้พร่อยูเ่ฉพาะ
ในดินเท่านั้น แต่ยงัสามารถเกาะติดไปกบัเมล็ดพืชได ้ (Borgen, 2004) ซ่ึง Ingold (1953) พบวา่การท่ี
เช้ือราสามารถแพร่ไปกบัเมล็ดไดจ้ะตอ้งมีความจ าเพาะหรือมีความสัมพนัธ์กบัพืชในแต่ละชนิด  โดย
เช้ือราบางตวัสามารถเกาะติดกบัเมล็ดพืชไดม้ากกวา่หน่ึงชนิด (Maude, 1996) ทั้งน้ีพบวา่ในเมล็ดถัว่
ลิสงมีเช้ือราก่อโรคท่ีติดมากบัเมล็ดในปริมาณสูง (Elwakil and Metwally, 2001) โดยเช้ือท่ีพบมาก
ท่ีสุดคือ เช้ือรา Aspergillus spp. ซ่ึงเป็นสาเหตุของการเกิดโรคโคนเน่าขาด (Seeding Blight or Crown 
rot) และโรคแคระใบลีบ (Yellow Mold or Afla-root Disease) ทั้งน้ี Pitt และคณะ (1993) ไดร้ายงาน
วา่ จากการสุ่มตวัอยา่งเมล็ดถัว่ลิสงจากกลุ่มพอ่คา้คนกลางและจากเกษตรกร พบเมล็ดถัว่ลิสงท่ีติดเช้ือ
รา A. flavus ในปริมาณ 95% และ A. niger ในปริมาณ 86% จากกลุ่มตวัอยา่งถัว่ลิสงท่ีสุ่มมาทดสอบ 
เช้ือราสองชนิดน้ีสามารถเกาะติดกบัเมล็ดถัว่ลิสงและยงัสามารถอาศยัอยูใ่นดินได ้ โดยเมล็ดถัว่ลิสงท่ี
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มีความช้ืนมกัพบเช้ือราสองชนิดน้ีอยูบ่นเมล็ดถัว่ลิสง อาจสังเกตไดจ้าก A. niger จะมีสปอร์สีด าและ
สามารถผลิตสาร “Ochratoxin” ส่วน A. flavus จะมีสปอร์สีเขียวอมเหลือง ส่วนมากจะพบวา่เช้ือราทั้ง
สองชนิดน้ีสามารถผลิตสาร “Aflatoxin” (Jan and Robert, 2007) ซ่ึงเป็นสารก่อมะเร็งได ้ เช้ือรา
เหล่าน้ีสร้างความเสียหายในไร่นาและยงัส่งผลเสียหายต่อผลผลิตท่ีท าการเก็บรักษาไวเ้พื่อบริโภค 
และการคา้เป็นอยา่งมาก ส่งผลใหเ้กษตรกรหนัมาใชส้ารเคมีก าจดัเช้ือราเพื่อป้องกนัการเกิดโรคใน
ปริมาณท่ีมากข้ึน แต่อยา่งไรก็ดีสารเคมีเหล่าน้ีอาจเป็นอนัตรายต่อเกษตรกร และผูบ้ริโภคได ้ ดงันั้น
จะเป็นผลดีมากกวา่ ถา้ใชว้ธีิการควบคุมทางชีวภาพท่ีสามารถป้องกนัการเกิดโรคทดแทนการใช้
สารเคมีได ้ 
 
การควบคุมทางชีวภาพ 
 การควบคุมทางชีวภาพ (Biological control) หมายถึง การใชส่ิ้งมีชีวติเพื่อควบคุมส่ิงมีชีวติ
ดว้ยกนัเองซ่ึงสามารถประยกุตใ์ชไ้ดห้ลายดา้น ส าหรับในดา้นโรคพืช การควบคุมทางชีวภาพเป็น
การใชส่ิ้งมีชีวติขนาดเล็ก เช่น แบคทีเรีย เช้ือรา ซ่ึงมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งหรือควบคุมโรคพืชได ้
หรือใชโ้รคพืชบางชนิดควบคุมวชัพืชได ้ ส่ิงมีชีวติดงักล่าวถูกเรียกวา่ Biological Control Agent 
(BCA) (Pal et al., 2000) มีรายงานท่ีแสดงการใชแ้บคทีเรียหลายชนิดท่ีสามารถควบคุมโรคพืชได ้
เช่น  Acremonium alternatum, Acrodontium crateriforme และ Cladosporium oxysporum สามารถ
ควบคุมโรคราน ้าคางได ้ (Kiss, 2003) ในขณะท่ี Trichoderma spp. , Bacillus subtilis และ 
Pseudomonas sp. สามารถควบคุมโรคพืชท่ีมีสาเหตุมาจากเช้ือราไดห้ลายชนิด (Harman et al., 2004; 
Homma et al., 1989) รวมถึงเช้ือท่ีติดมากบัเมล็ด เช่น Aspergillus spp. , A. niger and A. flavus 
(Lashin et al., 1989; Dileep et al., 1999, และ Podile 1996)  นอกจากน้ียงัพบวา่เช้ือไรโซเบียมก็
สามารถใชเ้ป็น BCA ไดเ้ช่นกนั โดยไรโซเบียมสายพนัธ์ุ Bradyrhizobium japonicum มีความสามารถ
ในการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคพืชหลายชนิด เช่น Phytophthora megasperma, Pythium ultimum, 
Fusarium oxysporum และ Ascochyta imperfecta ในขณะท่ีไรโซเบียมสายพนัธ์ุ Sinorhizobium 
meliloti สามารถยบัย ั้งเช้ือรา F. oxysporum นอกจากน้ียงัพบเช้ือไรโซเบียมท่ีแยกไดจ้ากปมของพืช
ตระกลูกระถิน (Acacia pulchella) สามารถลดจ านวนเช้ือรา Phytophthora cinnamoni ในการทดสอบ
ในหอ้งทดลองได ้(Malajczuk et al., 1984) และเม่ือท าการทดสอบในสภาพไร่ก็พบวา่เช้ือไรโซเบียม
สามารถยบัย ั้งเช้ือ Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani และ Fusarium sp. ซ่ึงเป็นสาเหตุท่ี
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ท าใหเ้กิดโรครากเน่าในพืชจ าพวกถัว่เหลือง ถัว่เขียว ดอกทานตะวนั และกระเจ๊ียบได ้ (Ehteshamul-
Haque and Ghaffar, 1992) ส าหรับกลไกการควบคุมท่ีไรโซเบียมใชใ้นการควบคุมเช้ือก่อโรคนั้นยงั
ไม่มีการศึกษาอยา่งชดัเจน แต่อยา่งไรก็ตามไดเ้คยมีการรายงานวา่ไรโซเบียมเป็นปรสิตในเช้ือราท่ี
เป็นสาเหตุโรคพืช และสามารถลดอาการของโรคในพืชท่ีเกิดจากการเขา้ท าลายของเช้ือราได ้
(Dakora et al., 1993) กลไกการควบคุมอ่ืน ๆ เช่น การกระตุน้ใหพ้ืชผลิตสาร isoflavonoid 
phytoalexins ซ่ึงมีผลต่อการเจริญของเช้ือก่อโรคในพืชตระกลูถัว่ (Savoure et al., 1994) ดงันั้นจึงมี
ความเป็นไปไดท่ี้จะสามารถพบเช้ือไรโซเบียม หรือเช้ือจุลินทรียอ่ื์นท่ีส่งเสริมการเจริญของพืช โดย
สามารถควบคุมเช้ือราก่อโรค โดยเฉพาะโรครากเน่าในพืช และพฒันาใหเ้ป็นหวัเช้ือไรโซเบียมเด่ียว 
หรือหวัเช้ือไรโซเบียมผสมเพื่อส่งเสริมการตรึงไนโตรเจน และควบคุมเช้ือราก่อโรครากเน่าแก่พืชได ้
 
ความส าคัญและทีม่าของปัญหาการวจัิย 
                เช้ือจุลินทรียก่์อโรคพืชท่ีพบอยูใ่นดินมีหลายชนิด ซ่ึงส่งผลใหพ้ืชท่ีปลูกในดินบริเวณนั้นมี
การเจริญเติบโตท่ีผิดปกติ มีอาการอ่อนแอ หรือตายลงในท่ีสุด ส่งผลใหเ้กษตรกรไม่ไดผ้ลผลิตจาก
พืชนั้นตามตอ้งการ ดงันั้นเกษตรกรจึงใชส้ารเคมีก าจดัเช้ือราเพื่อป้องกนัการเขา้ท าลายพืช ท าให้
เกษตรกรตอ้งมีตน้ทุนในการผลิตเพิ่มข้ึน รวมทั้งสารเคมีเหล่าน้ีอาจเป็นพิษต่อทั้งมนุษย ์ สัตว ์ และ
ส่ิงแวดลอ้ม เน่ืองจากสารเคมีเหล่าน้ีสามารถปนเป้ือนไปในดินและแหล่งน ้าได ้ นอกจากน้ีการใช้
สารเคมีเพื่อเขา้ท าลายเช้ือจุลินทรียก่์อโรคยงัเป็นการแกปั้ญหาภายหลงัจากท่ีพืชเร่ิมแสดงอาการแลว้
ซ่ึงอาจไม่ทนัต่อการฟ้ืนฟูสภาพของพืชใหแ้ขง็แรงดงัเดิม ดงันั้นโครงการวิจยัน้ีจึงจะท าการคดัเลือก
หาเช้ือไรโซเบียม หรือเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืน ๆ ท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรคใน
พืชเพื่อเป็นจุดเร่ิมตน้ของแนวทางหน่ึงในการปรับปรุงหวัเช้ือไรโซเบียมต่อไป 
                ทั้งน้ีการควบคุมเช้ือจุลินทรียก่์อโรคโดยวธีิการทางชีวภาพจึงถูกศึกษามากข้ึนเพื่อลดการใช้
สารเคมี โดยเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม Plant gowth-promoting bacteria (PGPB) ถูกน ามาศึกษาถึงศกัยภาพใน
การส่งเสริมการเจริญของพืช รวมทั้งการควบคุมการเจริญของเช้ือก่อโรคในพืช (Glick 1995; 
Compant et al. 2005) ตวัอยา่งเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPB ท่ีถูกน ามาศึกษามีทั้งท่ีใชเ้ป็นเช้ือเด่ียว และ
การใชเ้ช้ือจุลินทรียห์ลายชนิดร่วมกนั เช่น Pseudomonas sp. ช่วยในการกระตุน้ให้ตน้องุ่นมีความ
ตา้นทานต่อเช้ือ Botrytis cinerea (Barka et al. 2000), Pseudomonas chlororaphis ใชใ้นการควบคุม 
Pythium aphanidermatum และ Pythium dissotocum ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรครากเน่าใน pepper  
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(Chatterton et al. 2004) หรือการศึกษาการใชเ้ช้ือจุลินทรียร่์วม เช่น Bacillus pumilus, Bacillus subtil  
และ Curtobacterium flaccumfaciens  เพื่อควบคุมเช้ือก่อโรคหลายชนิดในแตงกวา เช่น 
Colletotrichum orbiculare   ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรค  anthracnose,   Pseudomonas syringae pv. 
lachrymans ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรคใบจุด (angular leaf spot) และ Erwinia tracheiphila   ซ่ึงเป็น
สาเหตุของโรค cucurbit wilt disease (Raupach and Kloepper 1998) ทั้งน้ีในกลุ่มของเช้ือไรโซเบียม
เองก็เคยมีรายงานวา่มีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือก่อโรคได ้ เช่น Rhizobium 
leguminosarum bv. viceae  มีความสามรถในการควบคุมโรคในถัว่ลนัเตา (Pisum sativum L.) และ
ใน sugar beet (Beta vulgaris L.) ซ่ึงมีสาเหตุมาจากเช้ือ Pythium sp. (Bardin et al. 2004), 
Bradyrhizobium sp. มีผลในการควบคุมโรค charcoal rot ในถัว่ลิสงซ่ึงมีสาเหตุมาจากเช้ือ 
Macrophomina phaseomina (Deshwal et al. 2003) หรือ Rhizobium meliloti ท่ีมีผลในการควบคุม
โรคน้ีในถัว่ลิสง (Arora et al. 2001) ดงันั้นหากสามารถคดัเลือกเช้ือไรโซเบียม หรือเช้ือจุลินทรียช์นิด
อ่ืนท่ีมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคพืช แลว้มาใชร่้วมกบัหวัเช้ือไร
โซเบียมในการปลูกพืชตระกูลถัว่ก็น่าจะท าใหส้ามารถส่งเสริมการเจริญของพืชตระกลูถัว่ใหมี้ความ
แขง็แรงมากข้ึน ทั้งน้ีหลงัจากเก็บเก่ียวผลิตแลว้ เม่ือไถกลบตน้ถัว่ลงไปในดินก็จะท าใหดิ้นในบริเวณ
นั้นมีความอุดมสมบูรณ์ โดยมีเช้ือไรโซเบียม หรือเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPB ท่ีเจริญอยูใ่นดินเหล่าน้ี
เป็นกลไกในการป้องกนัการเขา้ท าลายของเช้ือจุลินทรียก่์อโรค ซ่ึงท าใหพ้ืชหลกัท่ีปลูกในดินบริเวณ
นั้นมีความแขง็แรง และสามารถลดการใชส้ารเคมีเพื่อก าจดัเช้ือจุลินทรียก่์อโรคเหล่าน้ีไดใ้นท่ีสุด 
 
วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
               1) เพื่อใหไ้ดเ้ช้ือไรโซเบียมหรือเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืน ท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในพืช 
               2) เพื่อใหท้ราบคุณสมบติัของเช้ือไรโซเบียมหรือเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืนท่ีคดัเลือกไดใ้นการ
ใชเ้ป็นหวัเช้ือหรือเป็นหวัเช้ือร่วมกบัเช้ือไรโซเบียมในการปลูกพืชตระกลูถัว่ 
 
ขอบเขตของโครงการวจัิย 
  รวบรวมเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในพืชโดยเฉพาะเช้ือราท่ีก่อให้เกิดโรคท่ีบริเวณรากพืชจากนั้น
รวบรวมเช้ือไรโซเบียมสายพนัธ์ุต่าง ๆ รวมทั้งเช้ือจุลินทรียใ์นกลุ่ม PGPB แลว้ท าการทดสอบเพื่อ
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คดัเลือกหาเช้ือไรโซเบียม หรือเช้ือจุลินทรียใ์นกลุ่ม PGPB ท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือราก่อโรคในพืช จากนั้นทดสอบคุณสมบติัของเช้ือจุลินทรียท่ี์คดัเลือกไดใ้นการใชเ้ป็นหวัเช้ือ
ไรโซเบียม เพื่อใชก้บัพืชตระกลูถัว่ 
 
ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวจัิย  
     1) ไดเ้ช้ือไรโซเบียม หรือเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPB ท่ีมีคุณสมบติัในการควบคุมการเจริญ
ของเช้ือราก่อโรครากเน่า เพื่อน าไปพฒันาเป็นหวัเช้ือไรโซเบียมใชก้บัพืชตระกลูถัว่ต่อไป 
   2) สามารถเผยแพร่ความรู้น้ีในวารสาร เพื่อใชเ้ป็นแนวทางในการผลิตหวัเช้ือไรโซเบียม 
หรือหวัเช้ือ PGPB เพื่อใชก้บัพืชในตระกลูอ่ืน ๆ ต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
บทที ่2 
วธิีด าเนินการวจิัย 
 
วตัถุประสงค์ย่อยข้อที ่1 เพือ่ให้ได้เช้ือไรโซเบียมทีม่ีความสามารถในการยบัยั้งเช้ือราก่อโรค 
           เพื่อใหบ้รรลุตามวตัถุประสงคย์อ่ยขอ้ท่ี 1 ไดด้ าเนินการดงัน้ี 
           1. รวบรวมเช้ือไรโซเบียม  และเช้ือจุลนิทรีย์กลุ่ม PGPB เพือ่ท าการทดสอบ 
                1.1 การรวบรวมและเกบ็ตัวอย่าง 
        เช้ือไรโซเบียม และเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPB ไดถู้กรวบรวมเพื่อท าการทดสอบจากสอง
แนวทาง โดยแนวทางท่ีหน่ึงไดร้วบรวมจากเช้ือไรโซเบียมท่ีไดถู้กคดัแยกไวแ้ลว้จากปมของพืช
ตระกลูถัว่ (Leguminosae) ซ่ึงรวบรวมโดยกรมวชิาการเกษตร ในขณะท่ีกลุ่ม PGPB นั้นไดจ้ากเช้ือท่ี
รวบรวมไวโ้ดยสาขาวชิาเทคโนโลยชีีวภาพ ม.เทคโนโลยีสุรนารี และแนวทางท่ีสอง คือ การสุ่มเก็บ
ตวัอยา่งปม และรากพืชตระกลูถัว่จากพื้นท่ีต่าง ๆ ของประเทศ จากนั้นท าการคดัแยกเช้ือไรโซเบียม
จากปม หรือคดัแยกเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPB ท่ีอาศยัอยูบ่ริเวณรอบรากพืช 
  1.2 การคัดแยกเช้ือไรโซเบียมจากปมรากพชืตระกูลถั่ว 
        แยกเช้ือไรโซเบียม ตามวธีิของ Somasegaran และ Hoben (1994) โดยท าการฆ่าเช้ือบน
ผวิปมก่อน จากนั้นน าปมท่ีไดม้าผา่แลว้ใช ้loop เข่ียเช้ือเผาไฟ แตะภายในปมรากพืช น ามา streak บน 
อาหาร yeast extract mannito agar (YMA) บ่มท่ีอุณหภูมิประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส จ านวน 3-7 
วนั เลือกเก็บโคโลนีของไรโซเบียมเพื่อใชท้ดสอบต่อไป 
1.3 การคัดแยกเช้ือจุลนิทรีย์กลุ่ม PGPB จากบริเวณรอบรากพชื 
เช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPB น้ีหากเป็นจุลินทรียท่ี์อาศยัอยูบ่ริเวณรอบรากพืช จะสามารถ
เรียกเช้ือจุลินทรียก์ลุ่มน้ีไดว้า่เป็น Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) ซ่ึงสามารถคดัแยก
ไดโ้ดยน ารากพืชท่ีตอ้งการแยกเช้ือมาลา้งในน ้ากลัน่ปลอดเช้ือจ านวน 3 คร้ัง เพื่อลา้งดินและ
เช้ือจุลินทรียท่ี์จบัอยูก่บัรากพืชแบบหลวม ๆ ออกไปก่อน จากนั้นท าการ vortex รากพืชในน ้ากลัน่
ปลอดเช้ือนาน 10 นาที เพื่อคดัแยกเช้ือจุลินทรียท่ี์ยดึจบักบัผวิรากไดดี้ออกมา แลว้น าไป spread บน
อาหารท่ีไม่มีแหล่งไนโตรเจน Burk's N-free agar medium (100 ไมโครลิตร ต่อ 1 plate) บ่มท่ี
อุณหภูมิประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส จ านวน 2-4 วนั เลือกเก็บโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย เพื่อใหเ้ช้ือ 
PGPR ท่ีคดัเลือกไดมี้คุณสมบติัเบ้ืองตน้ในการตรึงไนโตรเจนใหแ้ก่พืช 
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          2. คัดเลอืกเช้ือไรโซเบียม หรือเช้ือจุลนิทรีย์กลุ่ม PGPR ทีม่ีความสามารถในการยบัยั้งเช้ือราก่อ
โรครากเน่า โดยทดสอบบนอาหารเลีย้งเช้ือ (in vitro) 
    ทดสอบความสามารถของเช้ือไรโซเบียม หรือเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPR ท่ีรวบรวมไดใ้น
การยบัย ั้งเช้ือราก่อโรครากเน่าท่ีส าคญั คือ Fusarium spp., Didymella spp., Aspergillus niger  และ 
Rhizoctonia sp. ท าการทดสอบโดยเล้ียงเช้ือราแต่ละชนิดบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) เป็น
เวลา 5-7 วนั แลว้น าช้ินวุน้ท่ีมีเช้ือราฝังอยูม่าทดสอบบนอาหาร nutrient agar (NA) โดยวางช้ินวุน้เช้ือ
ราบริเวณกลาง plate จากนั้นเล้ียงเช้ือไรโซเบียม หรือเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPR ท่ีตอ้งการทดสอบใน 
plate เดียวกนักบัเช้ือรานั้น ๆ โดยเวน้ระยะห่างจากเช้ือราเท่า ๆ กนั จ านวน 4 ซ ้ า แลว้บ่มเช้ือไวท่ี้
อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส จากนั้นตรวจสอบการเจริญของเช้ือราวา่ถูกยบัย ั้งโดยเช้ือไรโซเบียม 
หรือเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPR ท่ีน ามาทดสอบหรือไม่ โดยเปรียบเทียบกบัช้ินวุน้เช้ือราท่ีปล่อยให้
เจริญเป็นอิสระ (control) จากนั้นประเมินศกัยภาพเช้ือไรโซเบียม หรือเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPR โดย
ค านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา (Percent Inhibition of Diameter Growth = 
PIDG) ตามวธีิของ  Verma  and Kharwar (2006) ทั้งน้ีเช้ือไรโซเบียม หรือเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPR ท่ี
มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือราไดดี้จะถูกน าไปใชใ้นการทดสอบขั้นต่อไป  
            
วตัถุประสงค์ย่อยข้อที ่ 2 เพือ่ให้ทราบปริมาณของเช้ือ PGPR ทีค่ัดเลอืกได้ในการเกาะติดกบัรากถั่ว
ลสิง  
             เพื่อใหบ้รรลุตามวตัถุประสงคย์อ่ยขอ้ท่ี 2 ไดด้ าเนินการดงัน้ี 
             3. การหาปริมาณของเช้ือ PGPR ทีค่ัดเลอืกได้ในการเกาะติดกบัรากถั่วลสิง  
                 เน่ืองจากโรครากเน่าท่ีพบในถัว่ลิสงซ่ึงมีสาเหตุมาจากเช้ือรา Aspergillus niger เป็นโรคท่ี
พบไดท้ัว่ไป และสร้างความเสียหายใหก้บัเกษตรกรเป็นอยา่งมากเน่ืองจากเช้ือราน้ีสามารถ
แพร่กระจายไดง่้ายในดิน และยงัสามารถฝังตวัติดอยูใ่นเมล็ดถัว่ลิสงได ้ ท าใหก้ารน าเมล็ดถัว่ลิสงไป
ปลูกในคร้ังต่อไปยงัคงพบปัญหาโรครากเน่าท่ีเกิดจากเช้ือราชนิดน้ี ดงันั้นในงานวจิยัน้ีจึงใชโ้รคราก
เน่าท่ีพบในถัว่ลิสงซ่ึงมีสาเหตุมาจากเช้ือรา A. niger เป็นตน้แบบในการศึกษา ทั้งน้ีไดท้  าการทดสอบ
ความสามารถของเช้ือ PGPR ท่ีคดัเลือกไดใ้นการเกาะติดกบัรากถัว่ลิสง โดยน าเมล็ดถัว่ลิสงมาท าการ
ฆ่าเช้ือท่ีบริเวณผวิเมล็ด ดว้ยแอลกอฮอล ์ 95 % เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นลา้งดว้ยน ้าท่ีผา่นการน่ึงฆ่า
เช้ือ 1 คร้ัง แลว้แช่ใน 6% แคลเซียมไฮโปคลอไลด ์เป็นเวลา 3 นาที เสร็จแลว้ลา้งดว้ยน ้าท่ีผา่นการน่ึง
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ฆ่าเช้ือ 5 คร้ัง น าเมล็ดท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้เพาะในภาชนะปิดปลอดเช้ือเป็นเวลา 2-3 วนั ท่ีความช้ืน
ประมาณ 60 เปอร์เซ็นต ์ จนสังเกตเห็นรากของตน้ถัว่งอกออกมา จากนั้นน าเมล็ดท่ีงอกรากแลว้
เล็กนอ้ยไปเพาะต่อใน หลอดทดลอง ขนาด 2 ×  15 น้ิว โดยภายในหลอดบรรจุ N- Free Nutrient 
Solution ท่ีมีการเติม 0.5% KNO3  ซ่ึงประกอบดว้ยแร่ธาตุท่ีจ  าเป็นต่อการเจริญเติบโตของพืชตามวธีิ
ของ Somasegaran และ Hoben (1994)  และตาข่ายเจาะรู้กวา้งพอท่ีจะให้รากถัว่เจริญแต่เมล็ดไม่
สามารถรอดตาข่ายไดโ้ดยวางสูงห่างจากระดบัผวิน ้าภายในหลอด 0.5 เซนติเมตร จากนั้นน าเมล็ดท่ี
งอกแลว้ วางบนตาข่ายโดยใหร้ากผา่นรูท่ีเจาะไว ้และท าการหยอดเช้ือ PGPR ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท่ี
เล้ียงไวใ้นอาหารเหลว ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส จนเช้ือเจริญมีจ านวน เช้ือท่ี 108 เซลล ์ลงไปบน
เมล็ดในแต่ละหลอด ปิดฝาหลอดทดลองดว้ยอะลูมิเนียมฟอย เล้ียงในห้องทึบแสง เป็นเวลา 7 วนั ท า
การตดัรากแกว้ ขนาด 1 เซนติเมตร มาท าการลา้งดว้ย  0.05% Tween 20  และลา้งดว้ยน ้าเปล่า 1 คร้ัง 
น ารากถัว่ท่ีไดใ้ส่ใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บรรจุน ้าฆ่าเช้ือ 1 มิลลิลิตร มาป่ัน
เหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที  นาน 15 นาที น ารากไปอบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
48 ชัว่โมง และหาน ้าหนกัแหง้ น าน ้าท่ีไดจ้ากการป่ันเหวีย่ง ไปท าการเจือจางเพื่อนบัจบัจ านวน
โคโลนีดว้ยวธีิ Plate count (10 folds dilution) แลว้น าไปเพาะบนอาหารเล้ียงเช้ือ NA บ่มท่ี 28 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1-2 วนั ตรวจนบัจ านวนเช้ือในแต่ละการเจือจาง ค านวณหาค่า Colony Forming 
Unit (CFU) จากนั้นค านวณเป็นค่า log CFU  ต่อกรัมของน ้าหนกัแหง้ของรากถัว่                 
 
วตัถุประสงค์ย่อยข้อที ่3 เพือ่ให้ทราบชนิดของเช้ือ PGPR ทีค่ัดเลอืก  
           เพื่อใหบ้รรลุตามวตัถุประสงคย์อ่ยขอ้ท่ี 3 ไดด้ าเนินการดงัน้ี 
           4. ระบุชนิดของเช้ือแบคทเีรียกลุ่ม PGPR ทีค่ัดเลอืกได้ โดยวธีิการศึกษาล าดับนิวคลโีอไทด์
ของ 16S rDNA 
 4.1 การสกดั genomic DNA จากเช้ือแบคทเีรีย 
เล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดใ้นอาหารเหลว Nutrient broth medium (NB) จนกระทัง่
เช้ือเจริญเขา้สู่ระยะ late log phase จากนั้นสกดั genomic DNA ตามวธีิการของ Somasegaran และ 
Hoben (1994) จากนั้นละลายตะกอน DNA ดว้ย TE buffer ตรวจสอบคุณภาพของดีเอน็เอ ท่ีสกดัได้
ดว้ยเทคนิค gel electrophoresis บน 1 % agarose gel จากนั้นเก็บ DNA ท่ีสกดัไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ – 20C 
เพื่อท าการศึกษาต่อไป 
 11 
 
  4.2 การเพิม่ปริมาณ 16S rDNA ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
น า genomic DNA ท่ีสกดัไดจ้ากเช้ือจุลินทรียม์าเพิ่มปริมาณในส่วนของล าดบัเบสของ 
ribosomal DNA ในบริเวณ 16S rDNA ดว้ยปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชไ้พร
เมอร์ FD1 (5' AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') และ RP2 (5' ACGGCTACCTTGTTACGACTT 
3') น าไปเขา้เคร่ือง Thermal cycle ท่ีสภาวะ 94 องศาเซลเซียส 3นาที จ านวน 1 รอบ, 94 องศา
เซลเซียส 30 วนิาที 63 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 72 องศาเซลเซียส 2 วนิาที  จ  าวนวน 30 รอบ, และ 72 
องศาเซลเซียส จ านวน 1 รอบ จากนั้นตรวจวเิคราะห์การเพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยวธีิ gel 
electrophoresis บน 1 % agarose gel และน าผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้าก PCR ไปหาล าดบันิวคลีโอไทด ์
(nucleotide sequence) จากนั้นน าขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดไ้ปตรวจสอบกบัฐานขอ้มูลในเวบ็
ไซด ์ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast เพื่อระบุชนิดของเช้ือแบคทีเรียท่ีท าการทดสอบไดใ้นระดบั 
genus และ specie 
 
วตัถุประสงค์ย่อยข้อที ่ 4 เพือ่ให้ทราบถึงการอยู่ร่วมกันได้ของเช้ือ PGPR กบั เช้ือไรโซเบียม 
(Bradyrhizobium sp. TAL173)  
           เพื่อใหบ้รรลุตามวตัถุประสงคย์อ่ยขอ้ท่ี 4 ไดด้ าเนินการดงัน้ี 
           5. การทดสอบการอยู่ร่วมกนัของเช้ือ PGPR กบั เช้ือไรโซเบียม  
               เช้ือไรโซเบียม (Bradyrhizobium sp. TAL173) เป็นเช้ือท่ีทางกรมวชิาการเกษตรแนะน าแก่
เกษตรกรในการใชค้ลุกกบัเมล็ดถัว่ลิสงก่อนการเพาะปลูก จึงไดน้ ามาใชเ้ป็นหวัเช้ือไรโซเบียมเพื่อท า
หนา้ท่ีในการตรึงไนโตรเจนใหแ้ก่ตน้ถัว่ลิสง และเช้ือ PGPR ท่ีคดัเลือกไดว้า่มีความสามารถในการ
ยบัย ั้งเช้ือราก่อโรคในถัว่ลิสง (Aspergillus niger) มาใชใ้นรูปแบบหวัเช้ือผสม ดงันั้นจึงตอ้งท าการ
ทดสอบการเจริญร่วมกนัของเช้ือทั้งสองชนิด โดยเล้ียงเช้ือไรโซเบียมในจานเล้ียงเช้ือ ท่ีบรรจุอาหาร 
NA โดย spread เช้ือใหท้ัว่บนผวิหนา้อาหาร หลงัจากนั้นประมาณ 3 -4 วนั ท าการปลูกเช้ือ PGPR ลง
ภายหลงั  บ่มท่ีอุณหภูมิประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั แลว้ตรวจการยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือไรโซเบียมโดยเช้ือ PGPR ซ่ึงสังเกตไดจ้ากบริเวณใสรอบโคโลนีของ PGPR (Inhibition 
Zone)  
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วตัถุประสงค์ย่อยข้อที ่ 5 เพือ่ให้ทราบปริมาณของเช้ือราทีส่ามารถก่อให้เกดิอาการโรครากเน่าในพชื 
และปริมาณของเช้ือ PGPR ทีส่ามารถป้องกนัอาการโรคพชืทีเ่กดิจากเช้ือรา ได้ 
           เพื่อใหบ้รรลุตามวตัถุประสงคย์อ่ยขอ้ท่ี 5 ไดด้ าเนินการดงัน้ี 
           6. การทดสอบหาปริมาณเช้ือราทีส่ามารถก่อให้เกดิอาการของโรครากเน่าในพชื 
               เช้ือราก่อโรครากเน่าขาดท่ีมีสาเหตุมาจาก A. niger ไดน้ าไปทดสอบกบัถัว่ลิสง
พนัธ์ุไทนาน 9 เพื่อทดสอบหาปริมาณเช้ือราท่ีสามารถก่อใหเ้กิดอาการโรครากเน่าในพืช โดยน าเมล็ด
ถัว่ลิสงท่ีตอ้งการทดสอบมาท าการฆ่าเช้ือท่ีอยูบ่นผวิเมล็ด ท าการใส่เช้ือราท่ีตอ้งการทดสอบใหก้บั
พืช โดยเช้ือราจะถูกเตรียมใหอ้ยูใ่นรูป cell suspension ท าไดโ้ดยเล้ียงเช้ือราบนอาหาร potato 
dextrose agar (PDA) จนเช้ือราเจริญเตม็ plate จากนั้นน าเซลลข์องเช้ือราท่ีไดท้ั้งหมดใน plate ผสม
ในน ้ากลัน่ปลอดเช้ือ (5 ml ต่อ plate) แลว้ขดูเบา ๆ เพื่อคดัแยกเฉพาะส่วนของสปอร์ จากนั้นน าไป
คลุกกบัเมล็ดถัว่ลิสงในจ านวนสปอร์ปริมาณต่าง ๆ ตั้งแต่ 101  ถึง 107 conidia ต่อ มิลลิลิตร แลว้เพาะ
เมล็ดถัว่ลิสงท่ีคลุกกบัสปอร์ของเช้ือราแลว้ในดินปลอดเช้ือท่ีบรรจุในกระถางทดสอบ เพื่อท าการ
บนัทึกการเจริญของพืช อาการโรคของพืช และบนัทึกปริมาณสปอร์ของเช้ือราท่ีก่อให้เกิดอาการโรค
พืช เพื่อใชเ้ป็นปริมาณของเช้ือราท่ีจะท าการทดสอบในขั้นตอนต่อไป  
ทั้งน้ีอาการติดเช้ือไดแ้บ่งเป็นเปอร์เซ็นตก์ารติดโรคจากการสังเกตสปอร์ของเช้ือรา A. niger 
ท่ีมีลกัษณะเป็นสีด า (Black mold) เทียบกบัจ านวนตน้ท่ีปลูก และใหค้ะแนนการเกิดโรคตามวธีิการ
ของ Ziedan (2006) ดงัน้ี 
 
0 = ไม่แสดงการเป็นโรคใด ๆ (No symptoms (healthy plant)), 
1 = ใบพืชมีสีเหลือง ¼  ของใบ 
2 = ใบพืชมีสีเหลือง ½  ของใบ 
3 = ใบพืชมีสีเหลือง ¾ ของใบ และมีจุดสีน ้าตาลไหมบ้นใบ 
4 = พืชเห่ียวแหง้และตาย 
 
7. การทดสอบหาปริมาณของเช้ือ PGPR ทีส่ามารถป้องกันอาการโรคพชืทีเ่กดิจากเช้ือราได้ 
 ท าการเล้ียงเช้ือ PGPR ในอาหาร NB จนกระทัง่เช้ือเจริญเขา้สู่ late log phase ท าการนบั
จ านวนเซลลข์องเช้ือ PGPR โดยวธีิ Total plate count จากนั้นเตรียมเช้ือ PGPR ทั้งหมด 5 ระดบัความ
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เขม้ขน้ คือ เช้ือ PGPR ปริมาณความเขม้ขน้จาก 104  ถึง 108 cells/ml จากนั้นเตรียมเมล็ดถัว่ลิสงโดยท า
การฆ่าเช้ือท่ีอยูบ่นผวิเมล็ด แลว้คลุกเมล็ดดว้ยปริมาณเช้ือราท่ีไดจ้ากขอ้ 6  แลว้ท าการหยอดเช้ือ 
PGPR ในปริมาณต่าง ๆ ท่ีเตรียมไว ้ (1 มิลลิลิตรต่อเมล็ด) โดยปลูกถัว่ลิสง 2-3 เมล็ดต่อกระถาง
ทดสอบ สังเกตการเจริญของถัว่ลิสงท่ีใส่เช้ือ PGPR ในการควบคุมโรค จากนั้นบนัทึกระดบัอาการ
ของโรคพืช และปริมาณเช้ือ PGPR ท่ีสามารถป้องกนัอาการโรคได ้
  
วตัถุประสงค์ย่อยข้อที ่ 6 เพือ่ให้ทราบประสิทธิภาพของหัวเช้ือไรโซเบียมที่ผสมกบัเช้ือ PGPR ที่
คัดเลอืกได้ในการควบคุมการเกดิโรครากเน่าที่เกดิจากเช้ือราทีต่ิดมากบัเมลด็ถั่วลสิง และ
ประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพชื 
เพื่อใหบ้รรลุตามวตัถุประสงคย์อ่ยขอ้ท่ี 6 จะด าเนินการดงัน้ี 
               8.  การทดสอบประสิทธิภาพของหัวเช้ือไรโซเบียมทีผ่สมกบัเช้ือ PGPR ทีค่ัดเลอืกได้ในการ
ควบคุมการเกดิโรครากเน่าทีเ่กดิจากเช้ือราทีต่ิดมากบัเมลด็ถั่วลสิง และการส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของถั่วลสิง 
จากการตรวจสอบในขอ้ 7 ตรวจสอบการส่งเสริมการเจริญของพืชไดจ้ากการนบัจ านวน
ปม การหาน ้าหนกัปมแหง้ น ้าหนกัตน้แหง้ และน ้าหนกัรากแหง้ และค านวณทางสถิติโดย
เปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ Duncan Multiple Range Test โดยใชโ้ปรแกรม SPSS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
บทที ่3 
ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 
  
1. การรวบรวมเช้ือไรโซเบียม และเช้ือกลุ่ม PGPR ทีม่ีความสามารถในการยบัยั้งเช้ือราก่อโรค 
                ท าการรวบรวมเช้ือไรโซเบียมจากกรมวชิาการเกษตรจ านวน 277 ไอโซเลท ซ่ึงคดัแยกมา
จากปมพืชอาศยั (host) ในแต่ละชนิด รวมทั้งเช้ือไรโซเบียมท่ีไดจ้ากการคดัแยกเองจากการศึกษาคร้ัง
น้ีภายในหอ้งปฏิบติัการจากปมพืชตระกลูถัว่จ  านวน 350 ไอโซเลท ดงัแสดงจ านวนของเช้ือไร
โซเบียมท่ีไดจ้ากพืชตระกลูถัว่แต่ละชนิดในตารางท่ี 1  
 
ตารางที ่1 เช้ือไรโซเบียมที่รวบรวมได้จากพชืตระกูลถั่วแต่ละชนิด 
ล าดับ แหล่งทีม่าจากพชือาศัย เช้ือโตเร็ว เช้ือโตช้า 
1-10 กระถินณรงค ์(Acacia auriculiformis Cunn.) 10 0 
11-20 สาธร (Millettia leucantha Kurz) 10 0 
21-40 ไมยราพไร้หนาม (Mimosa invisa) 19 1 
41-60  กราวเครือ (Pueraria mirifica) 17 3 
61-80 ถัว่เขียวป่า (Phaseolus lathyroides Linn.) 20 0 
81-100  ถัว่ฝักยาว (Vigna sinensis.) 16 4 
101-120 ไมยรา (Desmanthus virgatus) 20 0 
121-140  ครามป่า (Tephrosia purpurea Pers.) 17 3 
141-150 ประดู่ (Pterocarpus macrocarpus Kurz.) 7 3 
151-160 กระถินเทพา (Accacia mangium Wild) 7 3 
161-180  หางไหล (Derris elliptica (Roxb.) Benth.) 16 4 
181-200 ถัว่เหลือง (Glycine max (L.) Merrill) 20 0 
101-210  ถัว่พุม่ (Vigna unguiculata (L.)) 8 2 
211-222  เพอร์ลาเรีย (Pueraria phaseoloides) 9 3 
233-234 โสน (Sesbania aculeata.) 7 5 
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235-243 ถัว่ลิสง (Arachis hypogaea) 0 9 
244-254 ปอเทือง (Crotalaria juncea) 8 3 
255-263 ถัว่ลาย (Centosema pubescens) 9 1 
264-265 ซีลูเลียม (Calopgonium Caeruleum) 2 0 
266-277 ถัว่พร้า (Canavalia ensiformis.) 0 10 
278-627 พืชตระกลูถัว่ต่างๆ  (Leguminosae) 28 322 
รวม 251 376 
         
หลงัจากนั้นท าการทดสอบความสามารถของเช้ือไรโซเบียมท่ีรวบรวมไดใ้นการยบัย ั้งเช้ือรา
ก่อโรครากเน่าจ านวน 4 ชนิด คือ Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Didymella spp. และ  
Aspergillus niger  ผลการทดลองพบวา่ มีเช้ือแบคทีเรียจ านวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ ไอโซเลทท่ี 114 ท่ี
ไดจ้ากกรมวชิาการเกษตรโดยคดัเลือกจากพืชอาศยั ไมยรา (Desmanthus virgatus) จ  านวน 1 เช้ือ ไอ
โซเลทท่ี 240 และ 242 คดัเลือกจากพืชอาศยั ถัว่ลิสง (Arachis hypogaea) จ  านวน 2 เช้ือ มี
ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรครากเน่าได ้ โดย ไอโซเลทท่ี 114 สามารถยบัย ั้ง
เช้ือราก่อโรครากเน่าได ้ 3 ชนิด ไดแ้ก่ เช้ือราก่อโรครากเน่า Rhizoctonia spp., Fusarium spp. และ 
Didymella spp. ดงัรูปท่ี 1 ไอโซเลทท่ี 240 สามารถยบัย ั้งเช้ือราก่อโรครากเน่าได ้2 ชนิด ไดแ้ก่ เช้ือรา
ก่อโรครากเน่า Fusarium spp. และ Didymella spp. ดงัรูปท่ี 2 และ ไอโซเลทท่ี 242 สามารถยบัย ั้งเช้ือ
ราก่อโรครากเน่าได ้2 ชนิด ไดแ้ก่ เช้ือราก่อโรครากเน่า Fusarium spp. และ Didymella spp. ดงัรูปท่ี 3 
 
 
รูปที ่1 การทดสอบการยบัยั้งเช้ือราก่อโรครากเน่า Rhizoctonia spp., Fusarium spp. และ Didymella 
spp. ของเช้ือไอโซเลทที ่114 
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รูปที ่2 การทดสอบการยบัยั้งเช้ือราก่อโรครากเน่า Rhizoctonia spp., Fusarium spp. และ Didymella 
spp. ของเช้ือไอโซเลทที ่240 
 
 
 
 
รูปที ่3 การทดสอบการยบัยั้งเช้ือราก่อโรครากเน่า Rhizoctonia spp., Fusarium spp. และ Didymella 
spp. ของเช้ือไอโซเลทที ่242 
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จากนั้นไดท้  าการตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวทิยาเบ้ืองตน้ โดยการการทดสอบการติดสี
แกรมของเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการความคุมการเจริญของเช้ือราก่อโรครากเน่า แลว้
ตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ดงัรูปท่ี 4 
 
 
รูปที ่4 แสดงลกัษณะทางสัณฐานวทิยาเบือ้งต้นของเช้ือแบคทเีรียทีม่ีความสามารถในการยบัยั้งเช้ือรา
ก่อโรครากเน่าได้ โดยการการทดสอบการติดสีแกรมของเช้ือแบคทเีรียและตรวจสอบภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ (ก าลงัขยาย 1,000 เท่า) 
 
 ทั้งน้ีจากการตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวทิยาเบ้ืองตน้ของเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความสามารถ
ในการยบัย ั้งเช้ือราก่อโรครากเน่าไอโซเลทท่ี 114, 240 และ 242 พบวา่ เช้ือทั้งสามชนิดท่ีแยกไดจ้าก
ปมรากพืชไม่ใช่เช้ือไรโซเบียม เน่ืองจากการศึกษาของ Somasegaran และ Hoben (1994) ระบุไวว้า่ 
ไรโซเบียมมีผนงัเซลลท่ี์ติดสีแกรมลบ (ติดสีแดง) และมีรูปร่างเป็นแท่งสั้น ( Rod Shape) ปลายโคง้
มน แต่เช้ือไอโซเลทท่ี 114 ติดสีแกรมบวก (ติดสีน ้าเงิน) และมีลกัษณะรูปร่างเซลลเ์ป็นแบบรูปแท่ง
ปลายตดั  ในขณะท่ีไอโซเลทท่ี 240 ติดสีแกรมลบ แต่มีลกัษณะเป็นรูปร่างเซลลเ์ป็นแบบรูปแท่ง
ปลายตดั  และเช้ือไอโซเลทท่ี 242 ติดสีแกรมลบ แต่มีลกัษณะเป็นรูปร่างเซลลเ์ป็นแบบรูปกลมรี  
โดยเช้ือเหล่าน้ีอาจมาจากการปนเป้ือน ระหวา่งการทดลอง หรือการลา้งฆ่าเช้ือท าความสะอาดปมราก
พืชไดไ้ม่ดี   
ดงันั้นจากการทดสอบเช้ือไรโซเบียมท่ีคดัแยกไดจ้ากปมพืชตระกลูถัว่จ  านวน 627 ไอโซเลท 
ไม่มีเช้ือไรโซเบียมใดท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือราก่อโรครากเน่า ดงันั้นจึงจะน าเช้ือจุลินทรีย์
ในกลุ่ม Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB) มาด าเนินการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้ง
เช้ือราก่อโรครากเน่าในพืช แลว้ใชเ้ช้ือกลุ่ม PGPB น้ีร่วมกบัหวัเช้ือไรโซเบียมในรูปแบบหวัเช้ือผสม
ต่อไป ทั้งน้ีไดน้ าเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPB ท่ีรวบรวมไวแ้ลว้ จากหอ้งทดลองของสาขาวชิา
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เทคโนโลยชีีวภาพ มาทดสอบเพิ่มเติม เพื่อหาเช้ือท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือราก่อโรครากเน่า 
โดยในงานวิจยัน้ีมุ่งเนน้ไปท่ีเช้ือรา Aspergillus niger ท่ีเป็นสาเหตุของโรครากเน่าในถัว่ลิสง และ
เป็นโรคท่ีสามารถติดไปกบัเมล็ดถัว่ได ้ซ่ึงเป็นปัญหาเช้ือราก่อโรครากเน่าท่ีส าคญัในการเพาะปลูกถัว่
ลิสง ดงันั้นจึงไดน้ าเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPB จ านวน 350 เช้ือ มาท าการทดสอบความสามารถในการ
ยบัย ั้งเช้ือราก่อโรครากเน่าในถัว่ลิสง ทั้งน้ีจากผลการทดลองพบวา่มีเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPB ท่ีมี
ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรครากเน่า A. niger ได ้จ านวน 11 ไอโซเลท ไดแ้ก่ 
ไอโซเลทท่ี A62, A45, A69, A106, A20, A25, A81, A43, A48, A67 และ A44  ทางผูว้จิยัจึงไดท้  า
การค านวณหาเปอร์เซ็นตข์องการยบัย ั้งเช้ือราก่อโรครากเน่าของเช้ือทั้ง 11 ไอโซเลทน้ี และทดสอบ
การเกาะติดกบัรากของถัว่ลิสง ดงัแสดงผลในตารางท่ี 2  
 
ตารางที ่2 เปอร์เซ็นต์การยบัยั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรครากเน่า A. niger และ ความสามารถในการ
เกาะติดกบัรากของถั่วลสิงของเช้ือแบคทเีรีย (PGPB) ทีม่ีความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของเช้ือ
ราก่อโรครากเน่า  A. niger 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
เช้ือแบคทเีรีย (PGPB) 
เปอร์เซ็นต์การยบัยั้งการเจริญ
ของเช้ือรา  A. niger  
การเกาะติดกบัรากถั่วลสิง 
(log CFU/g roots ± SE) 
A106 44.53%bc 10.12 ± 0.28b 
A20 42.52%bc 10.16 ± 0.43b 
A25 41.58%bc 8.93 ± 0.15d 
A43 36.52%bc 9.71 ± 0.53bc 
A44 17.98%e 8.26 ± 0.18e 
A45 51.42%b 10.84 ± 0.25a 
A48 35.94%bc 9.46 ± 0.04cd 
A62 67.81%a 9.46 ± 0.04cd 
A67 33.77%d 9.36 ± 0.17cd 
A69 46.00%bc 8.17 ± 0.26e 
A81 39.71%bc 9.53 ± 0.12cd 
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           จากการทดสอบพบวา่ เช้ือท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรครากเน่า A. 
niger ไดแ้ตกต่างกนัตั้งแต่ 17.98-67.81% โดยเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท A62 สามารถยบัย ั้งการเจริญ
เช้ือราก่อโรครากเน่า A. niger ไดสู้งท่ีสุด และเช้ือท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของ A. 
niger  รองลงมาส่ีอนัดบั คือ เช้ือแบคทีเรียไอโซเลท A45, A69, A106 และ A20 ตามล าดบั ในขณะท่ี
เช้ือแบคทีเรียไอโซเลท A44 สามารถยบัย ั้งการเจริญเช้ือราก่อโรครากเน่า A. niger ไดน้อ้ยท่ีสุด 
17.98%  ส่วนความสามารถของเช้ือแบคทีเรียในการเกาะติดกบัรากถัว่ลิสงนั้น (รูปท่ี 5) เช้ือแบคทีเรีย
ท่ีมีการเกาะติดกบัรากถัว่ลิสงไดสู้งสุดคือ เช้ือไอโซเลท 45 มีการเกาะติดของเช้ือกบัรากถัว่ลิสงได ้
10.84 log CFU/g roots และเช้ือท่ีมีความสามารถในการเกาะติดกบัรากถัว่ลิสงรองลงมาส่ีอนัดบั คือ 
ไอโซเลท A20 มีการเกาะติดกบัรากถัว่ลิสงได ้10.16 log CFU/g roots, ไอโซเลท A106 มีการเกาะติด
กบัรากถัว่ลิสงได ้10.12 log CFU/g roots, ไอโซเลท A43 มีการเกาะติดของเช้ือกบัรากถัว่ลิสงได ้9.71 
log CFU/g roots และ ไอโซเลท A81 มีการเกาะติดของเช้ือกบัรากถัว่ลิสงได ้9.53 log CFU/g roots  
และไอโซเลท A81 มีการเกาะติดของเช้ือกบัรากถัว่ลิสงไดน้อ้ยท่ีสุดคือ 8.26 log CFU/g roots (ตาราง
ท่ี 2) 
จากขอ้มูลดงักล่าวไดท้  าการคดัเลือกเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPB โดยพิจารณาจากฐานคิด คือ 
เช้ือท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือราก่อโรคไดดี้ จะใหป้ระโยชน์กบัพืชไดม้ากข้ึนหาก
เช้ือจุลินทรียน์ั้นสามารถยดึเกาะกบัรากพืชไดดี้ ท าใหเ้ช้ือจุลินทรียเ์หล่าน้ีอาศยัอยูบ่ริเวณรอบรากพืช
และใหป้ระโยชน์ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราท่ีจะเขา้มาท าลายพืชในบริเวณราก อีกทั้งเช้ือท่ียดึ
เกาะกบัรากไดดี้น้ีจะใหป้ระโยชน์ในการส่งเสริมการเจริญแก่พืชในดา้นอ่ืน ๆ ไดอี้กดว้ย หรือเรียก
จุลินทรียใ์นกลุ่มน้ีวา่ Plany growth promoting rhizobacteria (PGPR) ดงันั้นเช้ือจุลินทรียท่ี์มี
ความสามารถทั้งในการยบัย ั้งเช้ือรากก่อโรครากเน่า และมีความสามารถในการยดึเกาะกบัรากถัว่ลิสง
ไดดี้จะถูกคดัเลือกเพื่อน าไปทดสอบต่อไป โดยเม่ือท าการเปรียบเทียบขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือรา  A. niger และความสามารถของเช้ือแบคทีเรียในการเกาะติดกบัรากของถัว่ลิสงจาก
ตารางท่ี 2 แลว้จึงไดค้ดัเลือกเช้ือท่ีมีความสามารถทั้งสองอยา่งท่ีดีท่ีสุดจ านวน 4 ไอโซเลทไดแ้ก่ เช้ือ
ไอโซเลท A20, A45, A62, และ A106  ดงัรูปท่ี 6 เพื่อท าการทดสอบต่อไป 
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                 รูปที่ 5 การทดสอบการเกาะติดของเช้ือจุลนิทรีย์กบัรากถั่วลสิง  
 
 
 
รูปที่ 6 การยบัยั้งเช้ือราของเช้ือแบคทเีรีย PGPR ทีค่ัดเลือกได้บนอาหารเลีย้งเช้ือ เทยีบกบั Control 
(น า้กลัน่ปลอดเช้ือ) 
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2. การระบุชนิดของเช้ือ PGPR ทีค่ัดเลอืกได้โดยวธีิการศึกษาล าดับนิวคลโีอไทด์ของ 16S rDNA 
         น าเช้ือในกลุ่ม PGPR ท่ีคดัเลือกได ้ ไดแ้ก่ ไอโซเลท  A20, A45, A62, และ A106 มาสกดั 
genomic DNA แลว้เพิ่มปริมาณ ไดแ้ก่  DNA ในส่วนของ ribosomal DNA บริเวณ 16 SrDNA ดว้ย
ปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) จากนั้นเม่ือน าขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดไ้ป
ตรวจสอบกบัฐานขอ้มูลผลท่ีไดพ้บวา่ เช้ือ PGPR ไอโซเลท A20 ระบุเป็นเช้ือ Bacillus megaterium 
strain AM1C7 ท่ีมีความเหมือนของระดบันิวคลีโอไทด ์ 99%   ส าหรับเช้ือ PGPR ไอโซเลท A45 
ระบุเป็นเช้ือ Bacillus subtilis strain Setapak 8 ท่ีมีความเหมือนของระดบันิวคลีโอไทด ์ 99%  ส่วน
เช้ือ PGPR ไอโซเลท A62 ระบุเป็นเช้ือ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain SB 3130 ท่ีมีความ
เหมือนของระดบันิวคลีโอไทด ์99%  และเช้ือ PGPR ไอโซเลท A62 ระบุเป็น เช้ือ Pseudomonas sp. 
NJ-61 ท่ีมีความเหมือนของระดบันิวคลีโอไทด ์95%  (ตารางท่ี 3) 
 
             ตารางที ่3  ระบุชนิดของเช้ือ PGPR โดยวธีิการศึกษาล าดับนิวคลโีอไทด์ของ 16S rDNA 
เช้ือ PGPR เช้ือทีร่ะบุในฐานข้อมูล ความเหมือน (%) 
A20 Bacillus megaterium strain AM1C7 99% 
A45 Bacillus subtilis strain Setapak 8 99% 
A62 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain SB 3130 99% 
A106 Pseudomonas sp. NJ-61 95% 
 
 
3. การทดสอบการอยู่ร่วมกันของเช้ือ PGPR ทีค่ัดเลอืกได้กบัเช้ือไรโซเบียม  
           ในการพฒันาหวัเช้ือไรโซเบียมในรูปแบบหวัเช้ือผสมนั้นจ าเป็นจะตอ้งท าการตรวจสอบวา่
เช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPR ท่ีคดัเลือกไดจ้ะยบัย ั้งการเจริญของเช้ือไรโซเบียมท่ีใชร่้วมกนัหรือไม่ ดงันั้น
เช้ือในกลุ่ม PGPR ทั้ง 4 ชนิด ไดท้ดสอบการอยูร่่วมกนัไดก้บัเช้ือ Bradyrhizobium sp. TAL173 ซ่ึง
เป็นหวัเช้ือทางการคา้ท่ีกรมวิชาการเกษตรแนะน าให้เกษตรกรใชค้ลุกกบัเมล็ดถัว่ลิสงก่อนการปลูก 
โดยเช้ือไรโซเบียม TAL173 น้ีมีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนไดสู้งกบัถัว่ลิสง แต่ไม่มี
ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรครากเน่า A. niger ได ้ โดยผลการทดลองการอยู่
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ร่วมกนัของเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPR ท่ีคดัเลือกไดก้บัเช้ือไรโซเบียม TAL173 พบวา่เช้ือ PGPR ทั้ง 4 
ชนิด สามารถอยูร่่วมกนัไดก้บัเช้ือไรโซเบียม TAL 173 ทั้งน้ีทดสอบโดยการเพาะเล้ียงเช้ือ PGPR 
จ านวน 10 ไมโครลิตร (10 8 cell) บนอาหาร (NA) ท่ีเล้ียงเช้ือไรโซเบียมไวแ้ลว้ จากนั้นน าไปบ่มท่ี 28 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั แลว้ตรวจสอบการเจริญของเช้ือทั้งสองชนิด ผลการทดสอบพบวา่ไม่
พบเช้ือใดมีการยบัย ั้งการเจริญของกนัและกนั และสามารถเพาะเล้ียงร่วมกนัได ้ดงัรูปท่ี 7  
 
   รูปที ่7 การทดสอบการอยู่ร่วมกนัได้ของเช้ือ PGPR และ เช้ือไรโซเบียม TAL173 
               A : เช้ือ PGPR ท่ีคดัเลือก  
               B : เช้ือ PGPR อ่ืนๆ  
 
4. การตรวจสอบคุณสมบัติของเช้ือ PGPR  ทีค่ัดเลอืกได้ในการส่งเสริมการเจริญของพชืและการ
ยบัยั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรครากเน่า 
 เม่ือน าเช้ือจุลินทรียท์ั้ง 4 ชนิดท่ีคดัเลือกไดม้าตรวจสอบความสามารถอ่ืน ๆ ในการส่งเสริม
การเจริญของพืช เช่น ความสามารถในการสร้างฮอร์โมนกลุ่มออกซิน หรือ Indole acetic acid 
(IAA) และความสามารถในการสร้างเอนไซมซ่ึ์งอาจเป็นกลไกหน่ึงในการยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือจุลินทรียก่์อโรครากเน่า เช่น เอนไซมโ์ปรติเอส เอนไซมไ์คติเนส และเอนไซมเ์ซลลูเลส รวมทั้ง
ความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์ (Biofilm) ซ่ึงอาจเป็นกลไกหน่ึงท่ีช่วยท าใหเ้ช้ือจุลินทรียย์ดึ
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เกาะกบัรากพืชไดดี้ และป้องกนัการเขา้ยดึเกาะ (colonization) ของเช้ือราก่อโรคท่ีบริเวณรากพืช 
ผลการทดสอบแสดงในตารางท่ี 4 
 
ตารางที ่ 4 การตรวจสอบคุณสมบัติของเช้ือจุลนิทรีย์กลุ่ม PGPR ทีค่ัดเลอืกได้ในการผลติไบโอฟิล์ม 
การสร้างสาร IAA และการมีกจิกรรมของเอนไซม์ทีเ่กีย่วข้องในการท าลายการเจริญของเช้ือราก่อ
โรค 
จุลนิทรีย์ การสร้างไบโอฟิล์ม 
 
การสังเคราะห์ IAA Protease Chitinase Cellulase 
A20 2.6631±0.36
a
 17.75±0.01
bc 
+ - - 
A45 1.3566±0.14
b
 28.86±0.04
b
 + - - 
A62 1.3090±
 
0.48
b
 65.50±0.03
a
 + - - 
A106 1.3859±0.31
b
 13.30±0.01
c
 - - - 
การตรวจวดัปริมาณไบโอฟิลม์จะวดัจากค่า optical density ท่ีความยาวคล่ืน 595 nm 
หน่วยการวดัปริมาณ IAA, ppm ต่อ 1×108 cfu     
+  มีกิจกรรมของเอนไซม ์
-   ไม่มีกิจกรรมของเอนไซม ์ 
 
จากผลการทดลองพบวา่เช้ือทุกไอโซเลทมีการสร้างไบโอฟิลม์ และมีการสังเคราะห์ IAA 
โดยไอโซเลท A20 มีความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์สูงสุดและแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัจาก
เช้ืออ่ืน ๆ ในขณะท่ีเช้ือไอโซเลท A62 มีการสังเคราะห์ IAA ซ่ึงเป็นฮอร์โมนพืชท่ีส่งเสริมการเจริญ
ของรากพืช แสดงใหเ้ห็นวา่เช้ือกลุ่ม PGPR ท่ีคดัเลือกไดเ้หล่าน้ีมีคุณสมบติัในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชไดดี้ แต่อยา่งไรก็ดีเม่ือทดสอบการมีกิจกรรมของเอนไซมท่ี์อาจเก่ียวขอ้งในการ
ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรครากเน่า พบวา่เช้ือ PGPR ทุกไอโซเลทยกเวน้ A106 มีกิจกรรมของ
เอนไซมโ์ปรติเอส แต่ไม่มีเช้ือใดเลยท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส และเซลลูเลส แสดงใหเ้ห็นวา่
เช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPR ไอโซเลท A20, A45 และ A62 อาจสร้างเอนไซมใ์นกลุ่มท่ียอ่ยสลาย
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โปรตีนบนผนงัเซลลข์องเช้ือราและส่งผลต่อการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา ในขณะท่ีเช้ือไอโซเลท 
A106 อาจมีกลไกอ่ืนในการเขา้ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราซ่ึงมีความน่าสนใจท่ีจะท าการศึกษาต่อไป 
อยา่งไรก็ดีเพื่อใหบ้รรลุวตัถุประสงคข์องงานวิจยัน้ีในการผลิตหวัเช้ือไรโซเบียมท่ีมี
ประสิทธิภาพ ดงันั้นจึงไดน้ าเช้ือทั้ง 4 ชนิดไปใชใ้นการทดสอบระดบักระถางต่อไป เน่ืองจากเป็น
เช้ือท่ีมีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของพืช และยงัมีความสามารถในการควบคุมเช้ือก่อโรค
รากเน่าในพืชได ้ (Biological control) โดยจะท าการทดสอบกบัเช้ือก่อโรค A. niger  ท่ีสร้างความ
เสียหายรุนแรงทั้งต่อเกษตรกร ผูบ้ริโภค อุตสาหกรรม และการส่งออกผลิตภณัฑ์จากถัว่ลิสง    
 
5. การทดสอบหาปริมาณเช้ือราทีส่ามารถก่อให้เกดิอาการของโรครากเน่าในพชื 
           เช้ือราก่อโรครากเน่าท่ีมีสาเหตุจากเช้ือรา A. niger จะถูกน าไปทดสอบกบัถัว่ลิสง เพื่อทดสอบ
หาปริมาณเช้ือราท่ีจะก่อใหเ้กิดอาการโรคในพืช โดยน าเมล็ดถัว่ลิสงท่ีตอ้งการทดสอบมาท าการฆ่า
เช้ือท่ีอยูบ่นผวิเมล็ด จากนั้นเตรียมสปอร์ของเช้ือราในจ านวนสปอร์ปริมาณต่าง ๆ ตั้งแต่ 101 ถึง 107 
conidia ต่อมิลลิลิตร แลว้น าไปคลุกกบัเมล็ด และเพาะในทรายปลอดเช้ือท่ีบรรจุในกระถางทดสอบ 
ผลการทดลองพบวา่ ท่ีความเขม้ขน้ของสปอร์ท่ี 107 สปอร์ใหผ้ลการเกิดโรครากเน่าต่อเมล็ดถัว่ลิสง
ถึง 100 % ในขณะท่ีความเขม้ขน้ของสปอร์ท่ี 106 สปอร์ใหผ้ลการเกิดโรครากเน่าต่อเมล็ดถัว่ลิสง 
91.33 %,  ท่ีความเขม้ขน้ของสปอร์ท่ี 105 สปอร์ใหผ้ลการเกิดโรครากเน่าต่อเมล็ดถัว่ลิสง 87 %,  ท่ี
ความเขม้ขน้ของสปอร์ท่ี 104 สปอร์ใหผ้ลการเกิดโรครากเน่าต่อเมล็ดถัว่ลิสง 77 %,  ท่ีความเขม้ขน้
ของสปอร์ท่ี 103 สปอร์ใหผ้ลการเกิดโรครากเน่าต่อเมล็ดถัว่ลิสง 68 %,  ท่ีความเขม้ขน้ของสปอร์ท่ี 
102 สปอร์ให้ผลการเกิดโรครากเน่าต่อเมล็ดถัว่ลิสง 52%  และท่ีความเขม้ขน้ของสปอร์ท่ี 10 สปอร์
ใหผ้ลการเกิดโรครากเน่าต่อเมล็ดถัว่ลิสง 47 % ในขณะท่ี  Control ซ่ึงไม่ไดใ้ส่สปอร์ของเช้ือราใน
การทดสอบ พบวา่มีการเกิดโรคท่ีติดมากบัเมล็ดโดยมีเช้ือ A. niger  เป็นสาเหตุอยูถึ่ง  32%  ดงัแสดง
ในตารางท่ี 5  
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ตารางที ่5 การทดสอบหาปริมาณเช้ือราทีจ่ะก่อให้เกดิอาการของโรครากเน่าในพชื 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
จากผลการทดลองน้ีแสดงให้เห็นวา่ปริมาณเช้ือราท่ี 105 ถึง 107 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ส่งผลให้
ถัว่ลิสงมีอาการโรคพืชมากกวา่ ท่ี 80 % ดงันั้นปริมาณเช้ือราในช่วง ท่ี 105 ถึง 107 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
จะน าไปทดสอบเพื่อหาประสิทธิภาพของหวัเช้ือในรูปแบบผสมระหวา่งเช้ือไรโซเบียมกบั
เช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPR ท่ีคดัเลือกได ้ ในการควบคุมการเกิดโรครากเน่าซ่ึงเกิดจากเช้ือราท่ีติดมากบั
เมล็ดถัว่ลิสงต่อไป 
 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของหัวเช้ือในรูปแบบผสมระหว่างเช้ือไรโซเบียมกบัเช้ือ PGPR ที่
คัดเลอืกได้ในการควบคุมการเกดิโรคทีต่ิดมากบัเมลด็ถั่วลสิง และการส่งเสริมการเจริญของพชื 
ท าการทดสอบโดยน าเมล็ดถัว่ลิสงมาท าการฆ่าเช้ือท่ีอยูบ่นผวิเมล็ด แลว้คลุกเมล็ดดว้ยเช้ือรา
ในปริมาณความเขม้ขน้ของสปอร์ท่ี 105 ถึง 107 แลว้ท าการหยอดเช้ือ PGPR ในปริมาณ 108  เซลล ์ 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตรต่อเมล็ด เพื่อใหพ้ืชแสดงอาการของโรคท่ีเกิดจากเช้ือรา A. niger โดยปลูกใน
วสัดุปลูกจ านวน 3 เมล็ดต่อกระถางทดสอบ ผลการทดลองพบวา่ เช้ือ PGPR ทุกไอโซเลทมี
ความสามารถในการควบคุมโรครากเน่าจากเช้ือสาเหตุ A. niger ไดใ้นทุกความเขม้ขน้ของสปอร์ของ
เช้ือรา เม่ือเปรียบเทียบกบัการท่ีไม่ไดใ้ส่เช้ือ ดงัแสดงในตารางท่ี 6  
ความเข้มข้นของสปอร์เช้ือรา A.  niger 
(สปอร์/มิลลลิติร) 
การเกดิโรครากเน่า (%) 
ซ ้า1 ซ ้า2 ซ ้า3 เฉลีย่ 
Control 36% 28% 32% 32% 
101 55% 37% 50% 47% 
102 61% 47% 50% 52% 
103 68% 71% 65% 68% 
104 71% 72% 88% 77% 
105 89% 86% 87% 87% 
106 86% 100% 88% 91.33% 
107 100% 100% 100% 100% 
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โดยเช้ือท่ีมีผลในการควบคุมโรครากเน่าไดดี้ท่ีสุดคือ เช้ือ PGPR ไอโซเลท A20 โดยพบวา่ท่ี
ความเขม้ขน้สปอร์ของเช้ือราท่ี 105  สปอร์ มีการแสดงอาการของโรครากเน่าเพียง  8.33%  และเม่ือ
เพิ่มความเขม้ขน้ของสปอร์เช้ือราไปเป็นท่ีความเขม้ขน้ 106  สปอร์ พบวา่มีการแสดงอาการของโรค
รากเน่า 16.66% และท่ีความเขม้ขน้สปอร์ท่ี 107  สปอร์ พบวา่มีการแสดงอาการของโรครากเน่า 
54.16%  ส าหรับเช้ือ PGPR ไอโซเลท A45 พบวา่ท่ีความเขม้ขน้สปอร์เช้ือราท่ี 105  สปอร์ มีการแสดง
อาการของโรครากเน่าเพียง  16.66% และเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของเช้ือราท่ีความเขม้ขน้สปอร์ 106  
สปอร์ พบวา่มีการแสดงอาการของโรครากเน่า 54.16% และท่ีความเขม้ขน้สปอร์ท่ี 107  สปอร์ พบวา่
มีการแสดงอาการของโรครากเน่า 64.58%  ในขณะท่ีเช้ือ PGPR ไอโซเลท A62 มีความสามารถใน
การควบคุมโรคไดไ้ม่คงท่ี โดยพบวา่ท่ีความเขม้ขน้สปอร์เช้ือราท่ี 105  สปอร์ มีการแสดงอาการของ
โรครากเน่าเพียง 25%  และท่ีความเขม้ขน้สปอร์ท่ี 106  สปอร์ พบวา่มีการแสดงอาการของโรครากเน่า 
66.66% ในขณะท่ีความเขม้ขน้สปอร์ท่ี 107  สปอร์ มีการแสดงอาการของโรครากเน่า ลดลงจากเดิม
โดยพบการแสดงอาการโรครากเน่าเพียง 58.33%  และเช้ือ  PGPR ไอโซเลท A106 พบวา่ท่ีความ
เขม้ขน้สปอร์ท่ี 105  สปอร์ มีการแสดงอาการของโรครากเน่าเพียง  25% และเม่ือความเขม้ขน้ของ
สปอร์เพิ่มข้ึนท่ีจ านวนสปอร์ 106  สปอร์ พบวา่มีการแสดงอาการของโรครากเน่า 41.66% และท่ีความ
เขม้ขน้สปอร์ท่ี 107  สปอร์ มีการแสดงอาการของโรครากเน่า 66.66%  ในขณะท่ีถัว่ลิสงท่ีไม่ไดใ้ส่เช้ือ 
PGPR (control) พบวา่มีการแสดงอาการของโรครากเน่ามากกวา่ถัว่ลิสงท่ีใส่เช้ือ PGPR ดงันั้นแสดง
ใหเ้ห็นวา่เช้ือ PGPR ทั้ง 4 ไอโซเลท สามารถใชร่้วมกบัเช้ือไรโซเบียม TAL173 เพื่อช่วยยบัย ั้งการเกิด
โรครากเน่าในถัว่ลิสงท่ีมีสาเหตุมาจากเช้ือรา A. niger นอกจากน้ียงัช่วยในการส่งเสริมการเจริญของ
พืชโดยรวมดงัแสดงในรูปท่ี 8 แต่อยา่งไรก็ดีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือรา A. niger ของเช้ือ PGPR 
ยงัไม่เทียบเท่ากบัการใชส้ารเคมีฆ่าเช้ือรา (0.02% Carbendazim) 
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ตารางที ่6 การทดสอบการควบคุมโรครากเน่าจากเช้ือราสาเหตุ Aspergillus niger ในความเข้มข้นของ
สปอร์ในปริมาณต่าง ๆ โดยสังเกตจากเปอร์เซ็นต์ของการแสดงออกของโรครากเน่าในหน่ึงสัปดาห์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                       ความเข้มข้น 
                       สปอร์ของเช้ือรา 
     การทดสอบ  
     เมลด็ถั่วลสิง 
A. niger 10 5 
spore/ ml/seed 
A. niger 10 6 
spore/ ml/seed 
A. niger 107 
spore/ ml/seed 
Control 41.66 % 68.75% 70.83% 
ไรโซเบียม TAL173  +  A20 8.33% 16.66% 54.16% 
ไรโซเบียม TAL173  + A45 16.66% 54.16% 64.58% 
ไรโซเบียม TAL173  + A62 25% 66.66% 58.33% 
ไรโซเบียม TAL173  + A106 25% 41.66% 66.66% 
0.02 % Carbendazim 0% 0% 0% 
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รูปที ่8 การทดสอบการควบคุมโรคทีต่ิดมากบัเมลด็ถั่วลสิงจากเช้ือสาเหตุ Aspergillus niger ในความ
เข้มข้นของสปอร์ในปริมาณต่าง ๆ โดยสังเกตจากเปอร์เซ็นต์ของการแสดงออกของโรครากเน่าใน
หน่ึงสัปดาห์ A : Control (non fungus inoculation), B :  A. niger 10 5 spore/ml/seed, C : A. niger 
10 6 spore/ml/seed, D : A. niger 107 spore/ml/seed 
 
 จากผลการทดลองท่ีได ้ ท าการคดัเลือกเช้ือ PGPR ท่ีมีความสามารถในการควบคุมการเกิด
โรครากเน่าในถัว่ลิสงไดดี้ท่ีสุด คือ ไอโซเลท A20 และ A45 มาท าการทดสอบเพิ่มเติมโดยการ
ตรวจสอบปริมาณของเช้ือ PGPR ท่ีเหมาะสมในการใชร่้วมกบัเช้ือไรโซเบียม โดยเจือจางปริมาณของ
เช้ือ PGPR ท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 104 ถึง 108 เซลลต่์อมิลลิลิตร มาท าการทดสอบกบัถัว่ลิสง ผลการ
ทดสอบพบวา่การใชเ้ช้ือ PGPR ท่ีความเขม้ขน้มากกวา่ 105 เซลลต่์อมิลลิลิตร สามารถยบัย ั้งการเกิด
โรครากเน่าในถัว่ลิสง รวมทั้งส่งเสริมการเจริญของพืช และการเขา้สร้างปมของเช้ือไรโซเบียมไดดี้ 
ดงัขอ้มูลท่ีแสดงในตารางท่ี 7 
  
 
ตารางที ่7 ผลของการใช้เช้ือ PGPR ทีร่ะดับความเข้มข้นต่าง ๆ ร่วมกบัการใช้หัวเช้ือไรโซเบียม TAL173 ต่อการเจริญของถั่วลสิง 
 
Treatment Plant dry weight (g) Root dry weight (g) Nodule No. Nodule dry weight (g) 
Control (un-inoculate) 0.697 
b
 0.090 
c
 0.00 
d
 0.0000 
d
 
TAL 173 alone 0.803 
ab
 0.142 
bc
 7.33 
bcd
 0.0096 
cd
 
TAL173+A20 (10
4
) 0.883 
ab
 0.186 
ab
 8.67 
bcd
 0.0072 
abc
 
TAL 173+A20 (10
5
) 0.890 
ab
 0.216 
a
 6.00 
bcd
 0.0186 
abc
 
TAL 173+A20 (10
6
) 0.873 
ab
 0.215 
a
 16.67 
abc
 0.0340 
a
 
TAL 173+A20 (10
7
) 1.137 
a
 0.205 
ab
 7.00 
abcd
 0.0219 
ab
 
TAL 173+A20 (10
8
) 0.877 
ab
 0.184 
ab
 13.67 
abc
 0.0311 
a
 
TAL173+A45 (10
4
) 0.883 
ab
 0.234 
a
 16.00 
abcd
 0.0178 
abc
 
TAL173+A45 (10
5
) 0.823 
ab
 0.185 
ab
 18.00 
a
 0.0225 
ab
 
TAL173+A45 (10
6
) 0.980 
ab
 0.206 
ab
 13.33 
abc
 0.0306 
a
 
TAL173+A45 (10
7
) 0.910 
ab
 0.208 
ab
 13.33 
abc
 0.0276 
ab
 
TAL173+A45 (10
8
) 0.810 
ab
 0.190 
ab
 17.00 
abc
 0.0224 
ab
 
 
บทที ่4  
สรุปและข้อเสนอแนะ 
 
งานวจิยัน้ีไดท้  าการศึกษาเพื่อใชเ้ป็นแนวทางในการพฒันาหวัเช้ือไรโซเบียมท่ีเดิมมีความสามารถ
ในการตรึงไนโตรเจนจากอากาศใหแ้ก่พืชเพียงอยา่งเดียว แต่ในงานวจิยัน้ีมีแนวคิดท่ีจะใหห้วัเช้ือไร
โซเบียมมีความสามารถในการควบคุมโรคพืชไดอี้กคุณสมบติัหน่ึงดว้ย โดยเฉพาะโรครากเน่าท่ีมีสาเหตุ
จากเช้ือราท่ีอาศยัอยูใ่นดิน จึงไดท้  าการคดัเลือกเช้ือไรโซเบียม และเช้ือจุลินทรียก์ลุ่ม PGPR จากแหล่งต่าง 
ๆ และท าการทดสอบหาเช้ือท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือราก่อโรครากเน่า 4 ชนิด คือ Rhizoctonia 
spp., Fusarium spp.,  Didymella spp. และ  Aspergillus niger โดยเฉพาะเช้ือ A. niger ซ่ึงเป็นเช้ือท่ี
ก่อใหเ้กิดปัญหาแก่เกษตรกรผูป้ลูกถัว่ลิสงเป็นอยา่งมาก เน่ืองจากเช้ือรา A. niger สามารถแพร่กระจายได้
ในดิน และยงัสามารถติดไปกบัเมล็ดของถัว่ลิสง โดยเช้ือราน้ีจะแทรกอยูใ่นเมล็ดของถัว่ลิสง และเขา้
ท าลายถัว่ลิสงโดยเฉพาะท่ีบริเวณราก ก่อให้เกิดโรครากเน่า ซ่ึงส่งผลกระทบอยา่งรุนแรงต่อพืช ท าให้
เกษตรกรไดผ้ลผลิตลดลง ทั้งน้ีจากการทดสอบพบเช้ือแบคทีเรียกลุ่ม PGPR จ านวน 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ เช้ือ
แบคทีเรีย ไอโซเลท A20, A45, A62 และ A106 สามารถยบัย ั้งเช้ือการเจริญของเช้ือราก่อโรครากเน่า A. 
niger ในถัว่ลิสงได ้โดยเช้ือทั้ง 4 ไอโซเลท เม่ือน าไปหาล าดบันิวคลีโอไทด ์พบวา่เช้ือไอโซเลท A20, A45, 
A62 และ A106 เป็นเช้ือท่ีมีความคลา้ยคลึงกบัเช้ือแบคทีเรีย  Bacillus megaterium strain AM1C7, Bacillus 
subtilis strain Setapak 8, Bacillus subtilis subsp. subtilis strain SB 3130  และ Pseudomonas sp. NJ-61 
ตามล าดบั  จากนั้นไดท้  าการทดสอบการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลท ร่วมกบัไรโซเบียมถัว่ลิสง
สายพนัธ์ุท่ีใชใ้นเชิงพานิชย ์TAL173  พบวา่เช้ือทั้ง  4 ไอโซเลท สามารถเพาะเล้ียงร่วมกบัเช้ือไรโซเบียม 
TAL173 ได ้และเม่ือน าเช้ือท่ีคดัเลือกไดร่้วมกบัการใชเ้ช้ือไรโซเบียม TAL173 มาทดสอบความสามารถใน
การควบคุมการเจริญของเช้ือราก่อโรครากเน่าในถัว่ลิสงท่ีเกิดจาก A. niger ในระดบักระถางใน
หอ้งทดลอง ผลท่ีไดพ้บวา่การใชเ้ช้ือไรโซเบียมร่วมกบัเช้ือ PGPR ทั้ง 4 ชนิดสามารถควบคุมโรครากเน่า
ในถัว่ลิสงท่ีมีสาเหตุเกิดจากเช้ือรา A. niger และส่งเสริมการเจริญของพืชได ้ ดงันั้นเช้ือจุลินทรียเ์หล่าน้ีจึง
เป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีจะสามารถใชใ้นการพฒันาหวัเช้ือไรโซเบียมใหมี้คุณสมบติัในการยบัย ั้งเช้ือราก่อ
โรครากเน่าไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ และเพื่อเป็นการลดการใชส้ารเคมีส าหรับฆ่าเช้ือราในระบบการเกษตร
อีกทางหน่ึงดว้ย ในขั้นตอนต่อไปจะท าการทดลองโดยท าการพฒันาปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมท่ีมี PGPR ร่วม
ดว้ย และนบัการมีชีวติรอดของไรโซเบียม และPGPR ท่ีระยะเวลา 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 เดือน 
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